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摘 要 
 
目的：使用海藻酸（Kainic acid ,KA）诱导 C57BL/6 小鼠产生癫痫样发作
以模拟人类颞叶癫痫的发作状态，通过基因芯片方法筛选出异常表达的长链非编
码 RNA（lncRNA）。选择并探讨其中一个 lincRNA-AK035610及其靶基因 INHBA在
癫痫发病中的参与及调控机制，从而为癫痫的诊断和药物研发提供新的思路及生
物学靶点。 
方法：使用 6-8 周 C57BL/6雄性小鼠，通过腹腔注射海藻酸构建癫痫发作小
鼠模型，分离癫痫发作小鼠和对照小鼠的海马，提取 RNA后使用长链非编码 RNA
基因芯片进行分析，对癫痫小鼠中发生异常表达的 lncRNA，特别是位于基因之
间的 LincRNA 进行筛选和聚类分析。通过实时荧光定量 PCR的生物学方法进行验
证表达。针对其中一个 lncRNA,lincRNA-AK035610及其靶基因 Inhba，进一步在
细胞模型和癫痫病人组织中进行验证。使用 INHBA 重组蛋白处理神经元细胞以及
给予小鼠侧脑室注射，证明其保护作用。 
结果：1.海藻酸可以诱导小鼠产生癫痫样发作，行为发作的同时可以检测到
相应的异常脑电。基因芯片分析筛选出 13 条异常表达的 lincRNA，通过实时荧
光定量 PCR验证 lincRNA-AK035610及 lincRNA-AK015830具有明显异常表达。选
取 lincRNA-AK035610 为主要研究对象进一步开展研究。生物信息学分析显示
AK035610 位于 INHBA 基因下游。我们研究结果发现：1.在癫痫发作小鼠模型海
马组织中 lincRNA-AK035610 及 Inhba 表达均明显上调，在小鼠皮层组织中，
lincRNA-AK035610也有明显上升趋势，但是未观察到明显统计学差异，而 INHBA
基因在小鼠皮层组织中也呈明显升高。2.在人群中 lincRNA-AK035610 的同源位
点被认为是 INHBA基因的 splicing variant 1 的 3’UTR的一部分。 
但是在对照组病人中 lincRNA-AK035610 同源位点的表达和 INHBA CDS 的表
达之间没有明显相关性，而在癫痫组病人的脑组织中具有很好的相关性，提示癫
痫病人中 INHBA的表达以 splicing variant 1 为主要形式；3.lincRNA-AK035610
在神经元细胞的亚细胞定位在细胞核内；4.重组 INHBA蛋白可以抑制海藻酸诱导
的凋亡，并且可以抑制 NMDA受体的 NR2B亚基的表达，从而对神经元起到保护作
用；5. 侧脑室注射重组 INHBA 蛋白可以降低海藻酸诱导的小鼠癫痫发作的行为
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VI 
学等级，同时可以减少小鼠的异常脑电并延长海藻酸诱导的癫痫发作的潜伏期。 
结 论 ： 在 小 鼠 癫 痫 发 作 模 型 中 及 颞 叶 癫 痫 患 者 手 术 标 本 中 ，
lincRNA-AK035610 及及靶基因 Inhba 均明显升高，并且只在癫痫患者手术标本
中呈相关性，而在非癫痫病人中无明显相关，提示 INHBA 表达的改变可以作为
癫痫诊断的生物学标记，并且重组 INHBA可以缓解癫痫症状并对神经元起到保护
作用，可能成为潜在的新的癫痫治疗药物。 
关键词：长链非编码 RNA(lncRNA)； 癫痫； 活化素 A  
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Abstract 
Objective: In order to establish an animal model of human temporal lobe epilepsy, 
C57BL / 6 mice were induced into epilepticus seizures by kainic acid. To explore the 
dynamic changes of regulatory networks and functional pathways of lncRNA in the 
pathogenesis of epilepsy, and provide new evidence for the diagnosis of epilepsy and 
new targets for anti-epileptic drug development. 
Methods: C57BL / 6 male mice (6-8 weeks) were used as the main tools. The 
epilepticus seizures mice model was established by intraperitoneal injection of kainic 
acid. The long non-coding RNA gene microarray was used to detect the abnormalities 
in the hippocampus of seizures. The expression of lincRNA-AK035610 was 
comfirmed by real-time quantitative PCR. And the nearby gene Inhba of 
lincRNA-AK035610 was predicted by bioinformatics to verify. The expression of 
lincRNA-AK035610 and INHBA was verified by real-time quantitative PCR and 
immunoblotting in the temporal lobe brain tissue of TLE patients. INHBA 
recombinant protein is injected into the lateral ventricles of mice induced by KA 
mouse behavior and EEG changes were observed. 
Results: 1. kainic acid can induce epilepticus seizures in mice, and the 
corresponding abnormal EEG can be detected simultaneously. LincRNA-AK035610 
and lincRNA-AK015830 had abnormal expression in the epilepticus seizures mice 
model, and we selected lincRNA-AK035610 as the main research object for the 
following study; 2. The expression of lincRNA-AK035610 and Inhba in hippocampus 
of KA-induced mouse model were significantly up-regulated, and increase in cortical 
tissues, but no significant statistical difference was observed. The Inhba gene is 
significantly increased in the hippocampus and cortex tissues of modle mice. The 
expression of splicing variant 1 and INHBA was similar to the mouse model of 
epilepsy, but there was no significant correlation between INHBA splicing variant 1 
3’UTR and INHBA in the control group Epilepsy patients have a good correlation in 
the brain tissue; 3.The subcellular localization of lincRNA-AK035610 in neuronal 
cells is located in the nucleus; 4. Recombinant INHBA protein can reduce 
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KA-induced apoptosis ; 5. Supplement of INHBA alleviates KA-induced seizure to 
reduce the abnormal EEG level change and prolong the latency time of seizures 
induced by KA. 
Conclusion: lincRNA-AK035610 (splicing variant 1) and INHBA were 
significantly increased in the mouse model of seizure and temporal lobe epilepsy 
patients. And only in the TLE patients brain specimens have significant correlation. It 
can be used as a biomarker of epilepsy diagnosis, and try to design target drugs for 
epilepsy treatment. 
Keywords：long non-coding RNA ；Epilepsy ；INHBA 
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1 
第一章 前言 
1.1 癫痫概述 
癫痫是一种常见的神经系统慢性疾病，该疾病是由于多种原因导致神经元高
度同步异常放电，引起短暂的脑功能异常，并表现出相应的神经生理学、行为学
及社会学的后果，临床表现以具有发作性、短暂性、重复性和刻板性为特征[1]。
癫痫影响全世界超过 5000 万人，我国约有 960 万的患者，并且每年有 60-70 万
新发病例[1, 2]。在幼年期的大脑中，由于大脑处于发育阶段，神经元突触及各种
神经环路处于形成阶段，大脑对神经元的反复异常放电及痫性发作非常敏感，可
导致患者发育减缓，智力下降等改变[3]。常用的抗癫痫药物只能控制约三分之二
的癫痫患者发作，且不能从根本上解决患者的病理生理学状态[4]。另外三分之一
为药物难治性癫痫，抗癫痫药物治疗效果不佳。难治性癫痫发病机制涉及多种病
因及诱因,如在遗传因素中 mTOR 基因突变可导致结节性硬化症，并伴发癫痫发
作，且部分患者癫痫发作抗癫痫药物控制不佳[5-7]。除了遗传因素之外，一些癫
痫基因以及调节癫痫基因的相关基因的表达紊乱，可以调控下游的信号传导通
路，在分子水平、细胞水平以及神经环路引起各种神经生物学的改变[2, 8]，如神
经炎症、离子通路改变、突触重塑、神经元坏死与凋亡、胶质细胞增生等引起神
经环路的改变，最终导致癫痫的反复发作[9-12]。在我们对难治性癫痫进行外科治
疗时发现，尽管部分患者致痫病灶被完全切除，但是因长期痫样放电、反复癫痫
发作引起的易化区又形成新的致痫灶[13]。人们对于患者癫痫引起的脑组织改变只
能针对已发生的病理改变进行研究，如海马硬化，无法满足对癫痫病理生理学的
动态观察，也无法更加深入的了解其具体机制[14]。因此，结合人体和动物模型，
体内以及离体研究，成为现阶段研究的主题。 
1.2长链非编码 RNA 的概述 
长链非编码 RNA（long non-coding RNA, lncRNA）是指长度大于 200bp 核
苷酸序列的，并且不表现出编码任何蛋白质潜能的一类 RNA序列。随着生物信息
学的发展，在哺乳动物基因组中发现了一些不能编码蛋白质的核苷酸序列，起初
认为是细胞转录时的“噪音”[15, 16]。然而随着研究的进展，在小鼠胚胎干细胞中，
使用短发夹 RNA（shRNA）对 lncRNA进行沉默导致显著的基因表达变化，这意味
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2 
着大多数 lncRNA是功能性的[17]。在近年来的研究中 lncRNA已被证明参与不同的
任务，如染色质调制，转录后和翻译后调控，蛋白复合体组织和细胞信号转导等
[18]。由于它们的生化和功能多样性，lncRNA 可能在神经发育和神经障碍中发挥
重要作用,同样脑中 lncRNA表达的精确时空模式支持了这种可能性[19]。事实上，
多种 lncRNA 已经被证实参与各种神经生长发育等过程[20, 21]。然而，随着研究的
进展，发现这些核苷酸序列尽管不能编码蛋白质，但是在基因转录、翻译以及蛋
白质的后期修饰都可以起到关键作用[15, 22, 23]。现在普遍认为至少 80％的人类基
因组在转录时，会产生大量的小分子 RNA（MicroRNA）和长链非编码 RNA（LncRNA）
[24-26]。在对这些非编码 RNA的研究过程中发现，它们几乎影响后生动物生物学的
每一个方面，且可以分为有义，反义，双向，内含子型或相对于附近的编码蛋白
质基因的基因间等 8 种非编码 RNA形式[27-32]（下图 1 ）。 
（图 1：长链非编码的分类） 
在之前对非编码RNA中的研究中，MicroRNA对基因表达的转录后调控在神经
发生，突触可塑性重塑及神经系统疾病中起着重要的作用已经在很多文献中被验
证[2, 33, 34]。在我们的研究中主要关注另外一种非编码RNA，长链非编码RNA,也同
样被证明在神经系统的发育、神经元突触的可塑性、疾病的发生和发展的进程中
起到关键的作用[21]。与MicroRNA的负向调节转录相比，lncNRA的调控机制更加复
杂多样，主要包括：（1）通过在蛋白编码基因上游启动子区发生转录，干扰下游
基因的表达；（2）通过抑制RNA聚合酶Ⅱ或者介导染色质重构以及组蛋白修饰，
影响下游基因表达；（3）通过与蛋白编码基因的转录本形成互补双链，进而干扰
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